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Tl - Electrochemical probe head with screen-printed electrodes. 

AB - 1 . An electrochemical measuring head with a platinum measuring electrode and a 
silver and silver chloride reference electrode for detecting a substance capable of 
being subjected to an electrochemical reaction constituted by an enzymatic reaction ■ 
an organic substance in solution, the electrodes being constituted by thin deposits 
obtained by screen printing inks based firstly on platinum powder with glass powder 
and secondly on silver powder with glass powder, the inks being printed on an inert 
support of porous or non-porous sintered ceramic oxide, the printing being followed t 
baking, silver chloride then being deposited on the silver electrode, a porous glass. or 
vitro-ceramic membrane then being disposed on the platinum electrode, asilane thei 
being grafted on the support or on the porous membrane, and then being activated, 
and at least one enzyme for catalyzing the reaction of the organic substance in 
solution then being grafted on the silane, characterized in that the platinum electrode 
is constituted by a plurality of elementary electrodes (34A, 34B, 34C, 34D) separatee 
by insulating elements (35A, 35B, 35C) and interconnected by a continuous rear lay^ 
(36) of platinum. 
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T! - Electrode assembly for electrochemical dosing measurements - comprises platinum 
measuring electrode and silver and silver chloride reference electrodes deposited on 
sintered aluminium support 

AB - FR2554593 The Support (1 ) is coated on the surface to come into contact with a 

solution (10). The coating is a Ag deposit (2) which is oxidised and processed with Ki 
to obtain a layer of AgCI (3). At the centre is a Pt deposit (4) obtd. from an ink contg. 
Pt powder and glass powder and which Is baked onto the support. Connections (7,8) 
to the AgCI and Pt electrodes are covered by a deposit of glass (9) to protect them 
from the soln.. The head electrodes are connected to a Pd and the current is 
measured as the assembly is rotated in the solution. The current Indicates the quanti 
of .ox;ygenised water. 

- USE'^ Measurement of oxygenisad water from enzymatic reaction of substance in 
soln..(2/7) 
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@ TMe de dosage ilectroehlmlque i 6leetrodes s^rigraphtees. 

@ TSte de dosage 6ieclrootiimiquo k Electrode de mesure 
en piatine (4) et Electrode de r6f6rence (2, 3) k i'argent et 
au chiorure d'argent. Ses Electrodes de piatine sent cons- 
titu6os par un dSpdt de faible 6paisseur otJtenu par s6rigra- 
phie d'une encre & base de poudre de piatine et de poudre 
de verre ou de poudre d'argent et de poudre de verre, puis 
cuisson sur un support inerte. Eiie permet le dosage de 
I'eau oxyg6n6e fournie par rfeaction enzymatique d'une 
substance en solution. 
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Tete de dosage eleotrochlmique a eleotrodes serlgraphleea 

La preaente invention concerne une tete de dosage electrochimique 
a electrode de mesure en platine et electrode de reference a 1' argent et 
au chlorure d' argent, constituees par des depots de faible epaisseur 
obtenus par serigraphle d'encres a base d'une part de poudre de platine 
et de poudre de verre, d' autre part de poudre d' argent et de poudre de 
verre, puis cuisson, sur un support inert e en oxyde ceramique fritte, et 
depot de chlorure d' argent sur 1' electrode a 1' argent, pour la detection 
d'une substance susceptible de subir une reaction electrochimique, 
fomee par reaction enzymatique d'une substance organique en solution. 

On connait des tetes de dosage electrochimique amperometrique 
comprenant une electrode de mesure en platine massif, a surface polie a 
I'aide de bandes abrasives fines pour obtenir un etat de surface 
contrSle, et une electrode de reference a 1' argent et au chlorure d' ar- 
gent. Four effectuer les dosages, on impose une difference de potentiel 
entre lea electrodes de mesure et de reference. .Si la difference de 
potentiel est adaptee aux potentiels d'oxydo-i'eduction des substances 
analysees, on enregistre entre les homes des electrodes un courant 
proportionnel aux concentrations des substances reagissant aux elec- 
trodes. 

De telles eleotrodes sont couteuses, du fait du poids de platine 
necessaire, oar I'on ne peut en reduire 1» epaisseur de faQon excessive,- 
sans risque de mauvais fonctionnement ou de deterioration. 

La presente invention a pour but de procurer une tete de dosage 
electrochimique a electrode de mesure en platine • qui presente des pro- 
prietes de robustesse et de sensibilite satisf aisantes . 

La tete de dosage selon 1' invention est oaraoterisee en oe que le 
support en oxyde ceramique fritte est poreux, ou en ce qu'il est non 
poreux, une membrane en verre ou vitrocerami que poreux etant alors dis- 
posee sur 1' Electrode de platine, et en ce qu'il est greffe sur le 
support poreux ou la membrane poreuse un silane, qui est active, et sur 
lequel est greffee au moins une enzyme catalysant la reaction de la 
substance organique en solution. 

Elle repond en outre de preference a au moina I'une dea caracteria- 
tiques suivantes : 
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- L' electrode de platine est formee d'une pluralite d' electrodes elemen- 
taires, separees par des elements isolants, et reliees par une couche 
arriere continue de platine. 

- Les electrodes elementaires et les elements isolants ont une epaisseur 
de 10 microns a quelques dizaines de microns. 

- L 'electrode de platine est separee de 1' electrode a 1' argent et au 
chlorure d' argent par un depot serigraphie d'une encre dielectrique. 

Le procede de fabrication d'une tete de mesure telle que definie 
preeedenmient consiste a deposer par serigraphie sur un support inerte 
une encre a base soit de poudres de platine et de verre, soit de poudres 
d'argent et de verre, additionnee d'au moins un liant organique et d'un 
solvant, a eliminer le solvant organique par chauffage modere, puis a 
pyrolyser le liant organique et fritter les poudres minerales par cuis- 
son. 

L' invention s'etend en outre a une tete de dosage electrochimique 
selon 1' invention, appliquee a la detection de I'eau oxygenee fournie 
par reaction enzymatique d'une substance en solution. 

Une telle tete de dosage s' applique notaiment au dosage en solu- 
tion du glucose ou d'un suore convertible en glucose. 

Le principe de ce dosage est le suivant : 

a) reaction enzymatique, 

p-H glucose + Og + HgO s-HgOg + acide gluconique 

reaction catalysee par la ^ - D glucose-oxydase 

b) reaction electrochimique a 1' electrode du platine, 
HgO^ ^2H'^ + O2 + 2e~ 

Dans le cas du dosage d'un autre suore convertible en glucose, il 
faut faire appel en premier lieu a au moins une autre enzyme catalysant 
cette conversion. 

Une tete de dosage du glucose connue comporte par exemple : 

- une electrode de platine polie, 

- une electrode de reference constituee par un fil d'argent chlorure, 

- une membrane de collagene, greffee avec layl^-D glucose-oxydase, main- 
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tenue pros de 1» electrode de platine par un embout visse. Celui-ci 
deflnit en outre la surface de la membrane au contact de la solution* 

De telles tetes de dosage ne pemettent qu'iin mauvais oontrole de 
la distance entre la membrane et !• electrode de mesure, et sont sujettes 
a des perturbations des conditions hydrodynamiques au voisinage de la 
membrane, liles k 1' embout qui maintient cette derniere en position. II 
pent en resulter une certaine imprecision du dosage. De plus, les mem- 
branes polymeriques ont des stabilites dans le temps insuf f isantes . 

L' invention a aussi pour but de procurer une tete de dosage dont la 
distance entre la membrane et 1' electrode de mesure puisse Stre fixee 
avec precision et soit stable dans le temps, et qui procure un dosage 
plus precis de la substance. 

Le precede de fabrication d'une tete de dosage de I'eau oxygenee 
telle que definie ci-dessus est caracterise en ce que I'on depose par 
serigraphie sur un support, poreux ou non, 1 ' electrode de • platine et 
1' electrode a 1' argent et au chlorure d' argent, en ce que I'on greffe un 
silane sur une autre zone du support, s'il est porjux, proche de 1' elec- 
trode de platine, ou sur un support poreux different, mais aussi proche 
de 1» electrode de platine, en ce que I'on active le support poreux, et en 
ce que l*on greffe au moins une enzyme sur le support poreux. 

. De preference, on active le support, apres greffage du silane, par 
reaction de celui-ci avec une solution de glutaraldlhyde de pH tamponne 
a environ 7. 

Au cours de la fabrication, lorsque les temperatures de ouisson 
des depots serigraphies peuvent etre les memes, on effectue successi- 
vement les depots par slrigraphie sur le ou les supports et 1' evaporation 
des solvents correspondants du platine, de 1' argent et de I'isolant, 
puis l*on effectue la cuisson des depots simultanement . 

Si I'on doit recourir a des temperatures de ouisson differentes, 
on a avantage a effectuer successivement chaque depot par serigraphie 
sur le ou les supports, suivi de 1' evaporation des solvants, de la 
pyrolyse des liants et de la ouisson du depot correspondant. 

II est decrit ci-apres, a titre d'exemples et en reference aux 
figures du dessin annexe, des tetes de dosage electrochimique du glucose 
selon 1' invention et des procedes de fabrication de celles-oi. 
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La figiire 1 represente schematiquement en coupe une fcete de dosage 
electrochimique comportant un support de base non poreux. 

La figure 2 represente la meme tete de dosage en elevation, 
plongee dans la solution a doser. 
5 La figure 3 represente schematiquement en coupe une tete de dosage 

pour electrode tournante. 

La figure 4 represente schematiquement en coupe une tete de dosage 
electrochimique de glucose, avec enzyme greffee, comportant un support 
de base en alumina frittee. 
'^^ ^ figure 5 represents schematiquement en coupe une tete de dosage 

electrochijnique de glucose, avec enzyme greffee, a support de base 
poreux. 

La figure 6 represente schematiquement en coupe une tete de dosage 
electrochimique de glucose a electrode de platine divisee en elements. 

■J 5 La figure 7 represente schematiquement en coupe une tete de dosage 

electrochimique de glucose pour electrode tournante. 

Dans la figure 1, le support 1 en alumine frittee, d'une epaisseur 
d' environ 0,5 mm a 1 mm, est revetu sur le pourtour de la surface des- 
tinee a venir en contact avec la solution a doser d'un dep6t d» argent 2 

20 obtenu par serigraphie, puis oxyde anodiquement et traite par une solu- 
tion de chlorure de potassium pour obtenir une oouohe superficielle de 
ohlorure d'argent 3. II est muni au centre d'un depot de platine 4 obtenu 
par serigraphie. La surface de 1» electrode d» argent est notablement 
auperieure a celle de 1' electrode de platine. 

25 Les depSts de platine et d' argent sont obtenus par serigraphie a 

travers un ecran en toile d'acier inoxydable de maille 7i| ou 43 microns, 
d'encres contenant soit de la poudre de platine, soit de la poudre 
d^ argent, addltionnees d'une faible quantite (quelques %) de poudre de 
verre, la dimension moyenne des grains de poudre etant de I'ordre du 

30 micron. On precede ensuite a une evaporation du solvant de I'encre, a la 
pyrolyse du liant organique et au frittage de la poudre. Si I'on peut 
effectuer les cuissons a la meme temperature, on les realise simultane- 
ment. Dans le cas contraire, on commence par la cuisson de I'encre dont 
la temperature de cuisson est la plus elevee. Par exemple, on effectue le 

35 depot de I'encre au platine, on la aoumet a une cuisson pendant 5 minutes 



- 5 - 



0152541 



a 850»C. Puis on effectue le depSt de I'encre a 1' argent, que I'on cuit 5 
minutes a 750<»C. 

La formation du depot de chlorure d' argent sur 1' electrode a 1' ar- 
gent s' effectue de maniere connue en soumettant 1' electrode a 1' argent a 
une oxydation anodique, puis en la mettant en contact avec une solution 
de chlorure de potassium. 

Dans la figure 2, les connexions 7 et 8 de 1' electrode a 
I'argent-chlorure et en platine sont noyees dans un depSt de verre 9, qui 
les protege du contact de la solution a doser 10. 

La figure 3 represente une tete de dosage pour electrode tour- 
nante. Le support 1 est perce de trous 14A, 14B, 14C perces par exemple 
au laser, et qui sont metallises et mettent en contact respeotivement 
!• electrode de platine 4 et 1' electrode d' argent-chlorure d' argent 2, 3 
avec la connexion centrale 17 et la connexion peripherique circu- 
laire 18. 

On a par exemple realise un depot de platine sur un disque-support 
en alumine frittee de diametre 6 mm, par serigraphle a I'alde d'une 
enore au platine commeroialisee par la sooiete ENGELHARD sous la desi- 
gnation T2179. On obtient un depot serigraphie d'epaisseur 15 microns. 

On a mesure les proprietes de 1' electrode par oxydation d'eau 
oxygenee a une concentration molaire 2.10"^ en montage tournant, 1" elec- 
trode de" platine etant portee au potentiel de 0,750 volt par rapport. a 
1« electrode de reference argent/ chlorure d' argent. 

Les intensit^s de courant, ramenees a un disque de diametre 1 mm, 
a une temperature de 37''C, sont donnees dans le tableau suivant : 



Vitesse de rotation Electrode en platine 
de 1' electrode serigraphie de 

(tours/min.) diametre 1mm 

(I en pi A) 



1200 
2600 
3500 



0,7 

0,84 

0,95 



- 6 - 



01525^1 



La tete de dosage representee en figure 4 comporte un support 
d'alumine frittee, d'epaisseur voisine de 0,6 mm. 

Sur la face avant de ce support, on depose par serigraphie une 
electrode de mesure en platine 16 et une electrode de reference a I'ar- 
5 gent 12. Entre ces electrodes, on depose par serigraphie d'encre a la 
poudre de verre un Isolant 19. On veille a ce que les epaisseurs de 
platine et d' isolant soient les memes. On soumet 1' electrode d' argent a 
une oxydation anodique, puis a un trait ement par une solution de chlorure 
de potassium, de fagon a obtenir sur elle une couche superficielle 23 de 
10 chlorure d' argent. 

Puis on effectue sur la face avant de 1' electrode au platine prea- 
lablement a la formation du chlorure d' argent, un depot serigraphie 20 
d«une manbrane poreuse, pouvant etre obtenue a partir : 

- d«un verre comprenant deux phases dont I'une est soluble dans I'eau ou 
15 une solution acide, 

- d'une vitroceramique du systeme silice-oxyde de lithium, dont la solu- 
bilite dans 1' acide fluorhydrique dilue de la phase cristalline : 
2 SiOg, LigO, est dix fois plus elevee que celle de la phase vitreuse, 

- d»un verre dans lequel on a ajoute un agent porogene (tel que 0,5? a 5? 
20 en poids de carbonate de calcium), 

- de poudre d'un materiau non fusible (par ex.alumine, oxyde de titane) 
additionne de moins de 5% d'un verre a bas point de fusion, pour obtenir 
une structure poreuse apres frittage. 

La temperature de cuisson de I'encre correspondante devra Stre 
25 compatible avec celle des autres encres. On pourra eventuellement effec- 
tuer les euissons simultanement. 

On effectue alors dans les deux premiers cas un traitement 
chimique de la membrane 20 parmi ceux prevus ci-dessus, pour lui donner 
une porosite adaptee a 1' enzyme que I'on veut greffer. 
30 On realise le greffage de 1' enzyme comme suit : 

On fait reagir la membrane poreuse avec une solution de silane (en pro- 
portions respectives de 18 cm^ d'eau distillee et 2 cm^ de -amino- 
propyl triethoxy silane ) , le pH etant ajuste a 3, 4 a I'aide d' acide 
chlorhydrique 6N. On maintient pendant 1h a la temperature ambiante. On 
35 retire la tete de mesure du bain, la lave a I'eau distillee et la seche a 
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115°C pendant 1h ; le silane est ainsi greffe. 

On active alors le silane greffe a I'aide de glutaraldehyde , en en 
faisant reagir une fonction aldehyde sur la fonotion amine du silane, 
3 el on la reaction 

O-L (CH2)3 NHg + 0=CH (^3)3 - CHO-^O-Si (^3)3 N=CH (^2)3 CHO 

I ' . . 

A cet effet, on met en contact la membrane silanisee avec une 
solution de glutaraldehyde a 2,5* dans 10 cm^ de tampon NagHPO^j a 0,05 M 
et au pH7. Le traitement est effectue a temperature. ambiante pendant au 
moins une heure- On rince a I'eau distillee. 

Le greffage de 1« enzyme est ensuite effectue en mettant la mem- 
brane poreuse traitee en contact avec une solution d» enzyme dans de I'eau 
distillee, prealablement refroidie a 4«C. Avec de la ^-D-glucose-oxy- 
dase a 250 unites par mg, on dissout 5 mg d' enzyme dans 0,5 cm d'eau 
distillee. Le greffage est effectue pendant 24 heures a M'C. 

La tete de mesure ainsi preparee n'est pas sechee. On le conserve a 
4''C au r^frigerateur dans un tampon acetate a pH 5,8. 

On a mesure la sensibilite d'une electrode ainsi realisee pour le 
dosage de glucose en solution dans le domaine 10"^ a 10"^ M. On a trouve 
une sensibilite moyenne de 1,1 nA/mole et par cm^ d' electrode de pla- 
tine, tout k fait satisfaisante. 

La tete de dosage representee en figure 5 comporte un support 
poreux 21, d'epaisseur reduite dans sa partie cent rale 25, formant une 
zone creuse, et muni en regard de cette zone creuse d'une electrode de 
platine serigraphile 24. Sur son pourtour, 1' electrode oirculaire seri- 
graphiee a 1» argent 22 est revetue d'une oouche de chlorure d' argent 23. 
C'est sur le support poreux que I'on effectue le greffage de 1' enzyme. 

Dans la varlante representee en figure 6, 1' electrode de platine 
deposee sur le support poreux 31 est divisee en elements tels que 34A, 
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34B, 34c, 34D, separes par des elements isolants 35A, 35B, 35C. Les 
electrodes elementaires sont reliees entre elles a I'arriere par une 
couche continue de platine 36. Leur epaisseur, ainsi que celle des ele- 
ments isolants, est de quelques dizsaines de microns. Les depots des 
5 electrodes elementaires et des elements isolants se font par la tech- 
nique des masques complementaires, bien connue en microelectronlque 
hybride. 

La tete de dosage a electrode tournante de la figure 7 comporte un 
support poreux 41, sur lequel est deposee 1 'electrode de platine 44. 

10 L'electrode circulaire a 1' argent-chlorure d'argent 42, 43, disposee du 
cote de la solution, est reliee par des trous metallises 45, 46 a des 
connexions 47, 48 du meme cote du support que l'electrode de platine. 

Bien que les tetes de dosage electrochimique qui viennent d'etre 
deorites en reference aux figures et leurs precedes de fabrication 

15 ci-dessus decrits paraissent les formes de realisation preferables de 
1' invention, on comprendra que di verses modifications peuvent leur etre 
apportees sans sortir du cadre de celle-oi. 

20 



25 



30 



35 
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REVENDICATIONS 

1/ Tete de dosage electrochimique a electrode de mesure en platine et 
aectrode de reference a I'argent et au chlorure d'argent, constituees 
par des depots de faible epaisseur obtenus par serigraphie d'encres a 
base d'une part de poudre de platine et de poudre de verre, d'autre part 
de poudre d'argent et de poudre de verre, puis cuisson, sur un support 
inerte en oxyde ceramique fritte, pour la detection d'une substance 
susceptible de subir une reaction electrochimique, formee par reaction 
enzymatique d'une substance organique en solution, caracterisee en ce 
que le support en oxyde ceramique fritte est poreux (21, figure 5), ou en 
oe qu'il est non poreux (11, figure 4), une membrane (20) en verre ou 
vitroceramique poreux etant alors disposee sur 1' electrode de platine, 
et en ce qu'il est greffe sur le support poreux ou la membrane poreuse un 
silane, qui est active, puis sur lequel est greffee au moins un enzyme 
catalysant la reaction de la substance organique en solution. 
2/ Tete de dosage selon la revendication 1, caraotlrisee en oe que 
1' electrode de platine est formee d'une pluralite d' electrodes el^men- 
taires (34A, 34B, 34C, 34D, fig. 6), separees par des elements iso- 
lants (35A, 35B, 35C) et reliees par une couche arriere continue de 
platine. 

3/ Tete de dosage selon la revendication 2, caracterisee en ce que les 
electrodes elementaires et les elements isolants ont une epaisseur de 10 
a quelques dizaines de microns. 

4/ Tete de dosage selon I'une des revendioations 1 a 3, caracterisee en 
ce que 1' electrode de platine est separee de 1' electrode a I'argent et au 
chlorure d'argent par un dep6t serigraphie d'une encre dielectrique (19, 
fig. 4). 

5/ Procede de fabrication d'une tete de dosage selon la revendication 1 
pour la detection de I'eau oxygenee fournie par reaction enzymatique 
d'une substance organique en solution, caracterise en ce que I'on depose 
par serigraphie sur un support, poreux ou non, 1' electrode de platine et 
1' electrode a I'argent et au chlorure d'argent, en oe que I'on greffe un 
silane sur une autre zone du support, s'il est poreux, proche de 1' elec- 
trode de platine, ou sur un support poreux different, mais aussi proche 
de 1« electrode de platine, en ce que I'on active le support poreux, et en 
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ee que I'on greffe au moins une enzyme sur le support poreux. 
5/ Precede selon la revendioation 5, caracterise en ce que I'on effeotue 
successivement chaque depot par serigraphie sur le support, evaporation 
du solvant, et pyrolyse du llant oorrespondant pour le platine, 1' argent 
5 ou I'isolant ou la membrane poreuse, puis en ce que I'on effectue la 
Guisson des depots simultanemenfc. 

7/ Procede selon la revendioation 5, caracterise en ce que I'on effectue 
separement chaque depSt par serigraphie sur le support, suivie de 1' eva- 
poration du solvant, de la pyrolyse du liant et de la cuisson du depot 
10 oorrespondant. 

8/ Procede selon I'lme des revendications 5 a 7, caracterise en oe que 
I'on active le silane par reaction de celui-ci avec une solution de 
glutaraldehyde de pH tamponne a environ 7. 
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